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RESUMO

Este trabalho de pesquisa teve como foco de estudstigar agentes impactantes que estéao
contribuindo para o empobrecimento da qualidadeetaesa do Pedroso, Municipio de Santo
André. Foi desenvolvida e validada uma metodolagiitica para o diagnéstico ambiental da
represa, identificando a qualidade da &gua sufmricdo sedimento quanto a presenca de
HPAs, auxiliando no plano de gestédo de recursasch&ldo Municipio, subsidiando acfes
para melhorar seu gerenciamento. A Represa é unmdadende Conservacdo de Protecdo
Integral, situada as margens da Represa Billingsicipal corpo aquatico potabilizavel
pertencente a Regido Metropolitana de Sao Pautsedendo 7% da agua potavel captada do
Municipio, aproximadamente 11 milhdes de litrosavea tem grande potencial de avanco
populacional, principalmente de favelas préximdgmado inicio da construgcdo de um
rodoanel que podera prejudicar em muito a qualidad@&gua da represa. A estratégia consistiu
no desenvolvimento de metodologia para identifioag&uantificacédo de alguns compostos
organicos HPAs, utilizando a técnica de extracaofasa soélida (SPE) para concentragcédo e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) padeterminacdo dos compostos. A
identificacdo e quantificacdo destes compostos radodauxiliar aos 6érgaos legisladores na
revisdo das leis vigentes para o controle ambiental

Palavras-chavecromatografia; tratamento de agua; compostos orgdsy validacao.
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INTRODUCAO

Ha muito tempo a 4gua deixou de ser consideradbaemmperene e a idéia de que os
corpos d’agua possuem capacidade infinita de aptwdeao ja ndo habita mais nossos sonhos.
A preocupacdo é cada vez maior com a qualidadéglass para abastecimento, visto que o
aumento das atividades industriais, a populac&rente e o aumento das atividades agricolas
mudaram essa concep¢ao para uma realidade ondeaapagsou a ser tratada como um
recurso finito. Qualidade da &gua é um conjunto cascteristicas, fisicas, quimicas e
biol6gicas de um corpo d’agua, cujos critérios vidiacdo dependem do uso a que se pretende
(MARQUES, 2005).

A qualidade das aguas depende de muitos fatorésabnante € uma somatdéria das
atividades humanas que ocorrem sobre a superfiidattia hidrografica. Dentre essas
atividades, temos a poluicdo por cargas pontuarspcos esgotos domésticos e os efluentes
industriais e poluicdo por cargas ndo pontuais itusas. Como exemplos, locais em areas
urbanas que ndo possuem saneamento basico onde odoansporte de contaminantes por
escoamento superficial das aguas da chuva e em agegolas nas quais ha o arraste de
defensivos agricolas pelo escoamento superficiabezas de plantio. Também pode ocorrer
por meio da deposicdo atmosférica, além da desadegaefluentes e derramamentos de
petréleo (MANOLI e SAMARA, 1999).

A introducdo de substancias toxicas na agua € wsacdusas mais complexas de
deterioragdo da qualidade da agua destinada ateaipasnto publico, principalmente quando
se refere aos compostos organicos, necessitandoprdgramas de monitoramento
(MARQUES, 2005).

A legislacdo ambiental brasileira ndo contemplarande maioria dos compostos
organicos lancados diariamente nos corpos d’agompOstos estes que apresentam elevada
toxicidade, sobretudo os classificados como intenfies enddcrinos. As legislacdes da Unido
Européia, dos Estados Unidos e do Canada, quesksstam os limites de exposicdo a alguns
disruptores endocrinos, estdo defasadas com redacéonhecimento cientifico atual, devendo
ser revistas (BRASIL, 2005; BRASIL, 2009).

A qualidade da agua dos municipios brasileiros gitoi@da tendo como referéncia a
legislacdo que trata da potabilidade (Portaria 18/2004 do Ministério da Saude) ou da
gualidade de suas aguas superficiais (BRASIL, 2086)caso do Estado de Sdo Paulo, em
relacdo ao langcamento de efluentes em corpos d’@gbDacreto n8468 de 1976 é referéncia
obrigatdria. Porém as atividades industriais e @ des novas substancias sdo mais dinamicos

gque a atualizacéo da legislagao.
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O monitoramento ambiental hidrolégico visa contiritpara o entendimento do nivel
de contaminag¢do dos recursos hidricos por meioveddagdo da qualidade das aguas das
regides estudadas, proporcionando resultados acade alto valor agregado, fornecendo
subsidios aos 0rgdos governamentais e autoridamepetentes para o estabelecimento de
novos valores referentes a qualidade das 4guasiddrgrandes desafios para um programa de
monitoramento da qualidade da agua na bacia é cenleefuncionamento do ecossistema,
organizar um banco de dados sobre a qualidade W égntender os fatores que afetam a
gualidade da agua regionalmente e nacionalmente.

Portanto, o desenvolvimento de metodologias acaditipara a determinacdo de
substancias contaminantes em amostras ambientdis guma importancia, pois para o
monitoramento e melhor conhecimento da qualidadéddaas de uma regido € preciso que se
tenha metodologia cada vez mais precisa e sermvaldeteccdo segura dos compostos que
interferem no meio ambiente.

Gerar resultados totalmente livre de erros e iezag € uma tarefa impossivel,
principalmente em analises quimicas. A cada operag&onjunto de operagcdes que constitui
a analise quimica ha uma incerteza associada. Adgda das medi¢bes quimicas deve ser
demonstrada por meios rastredveis e comparaveasquer os resultados possam atender as
exigéncias das regulamenta¢des nacionais e inten@s onde ha necessidade de valores de
andlises confiaveis. Com o propésito de garanforinacées seguras e confiaveis torna-se
necessario realizar uma avaliagdo denominada ¢aldale ensaio quimico (ICH, 1994;
MORACCI, 2008).

Para assegurar a qualidade das medidas instrusiengaconfiabilidade estatistica dos
calculos envolvidos no seu processamento devemespeitados alguns parametros basicos
como: seletividade, linearidade, sensibilidade détodlo, limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ), faixa de trabalho, preciséoateléo e robustez. A estimativa desses
parAmetros pode variar de acordo com a técnicdtiaaaémpregada ou com o nivel de
resultados que se pretende gerar. Validar um meétedper um grande namero de
experimentos analiticos e calculos estatisticagiepaumenta o custo das analises. Portanto, é
interessante estabelecer um procedimento de vabdgge seja rapido, eficaz e com um
namero adequado de analises, sem perder a qualidadestimativas, o que € um desafio na
rotina de um laboratério tanto nos prestadoreseteic® como nos de pesquisa devido as
restricbes de tempo, custo e potencial instrumental

No Brasil, na area de Quimica Ambiental, pode-setatocom dois 0rgdos que

regulamentam a validacdo de métodos analiticoggénéia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Noatizacdo e Qualidade Instrumental
(INMETRO).

Neste contexto, ferramentas que permitam a estimdbs parametros importantes de
maneira a minimizar tempo e custos sdo de grankig Weste trabalho, utilizou-se como
ferramenta de validacdo uma Planilha desenvolvida Furusawa (2007), que é uma
alternativa aos softwares comerciais. Esta plamranite a rapida estimativa dos parametros
de interesse, onde o usuario introduz as infornsmgeéerentes ao sinal analitico e as
concentracdes das espécies. Esta planilha inésiimativa da seletividade, faixa de trabalho,
linearidade, intervalo de confianca, sensibiliddoheite de deteccédo, limite de quantificacao,
exatiddo, tendéncia, robustez e avaliacaoutkers

A maioria dos estudos de monitoramento e pesquieakzadas em bacias ou
microbacias hidrogréficas e fontes destinadas astabimento publico no Brasil avaliam as
mudancas, espacial e temporal, na qualidade da éguaelacdo aos parametros fisico-
guimicos, nutrientes, alcalinidade, contribuinte®rgénicos e avaliacdo microbiologica.
Porém atualmente os principais contaminantes anagesdo compostos organicos os quais
podem migrar para o meio ambiente por meio de agdic direta na 4gua, lixiviagdo do solo
de areas contaminadas, contaminacdo de 4guasr&onbtes por percolacédo do solo, deposicdo
atmosférica, liberacdo de efluentes industriai®susomesticos e despejos de materiais de
descarte.

O sistema de tratamento de agua potavel realizzm®gdo de particulas finas em
suspensao e em solucdo presentes na agua brém,Rsse tratamento ndo consegue eliminar
todos 0s compostos presentes na agua bruta pilimeipi@ os compostos organicos. Dessa
forma, parte dos compostos organicos liberadogadi@nte nos corpos d’agua, mesmo que em
guantidade muito baixas, podem estar presenteguzad® distribuicao.

A proposta aqui apresentada € para que 0s compog@sicos sejam monitorados de
maneira eficaz e os resultados sejam determinasléitha a se obter uma avaliacao precisa e
segura do nivel de contaminacdo da regido estudaidaute-se entdo, a importancia da
validacdo de metodologia para andlises quimicagsaptando alguns detalhes importantes
observados durante o processo de validacdo paeantdeacdo de compostos organicos
(HPASs) na regido de Santo André, SP.

MATERIAISE METODOS

Foram estudados 14 HPAdNaftaleno-(Np), Acenatftileno-(Acy), Fluoreno-(F),
Fenantreno-(Ph), Antraceno-(Ant), Fluoranteno-(FIRireno-(Py), Benzo[a]Antraceno-
(B[a]An), Criseno-(Cry), Benzo[e]Acenaftileno-(BRgy), Benzo[k]Fluoranteno-(B([k]FI),
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Benzol[a]Pireno-(B[a]Py), Dibenzo[a,h]Antraceno-(B[gAn) e Indeno[l,2,3-c,d]Pireno-
(I[1,2,3-c,d]Py) todos com certificado de pureza (>99%) e proceid@ildrich Chemical Co

O Mix de 1,Qug.mL-%, utilizado como solucdo estoque, foi predaram acetonitrila e
(1:1) a partir das solucdes individuais de dfdhL-t, em acetonitrila, dos padrdes analiticos
dos HPAs estudados. Utilizaram-se cartuchos dagidrem fase solida (SPE) com 6 mL de
resina octadecil d&upelco A acetonitrila, a acetona e o tetrahidrofuran®lKY séo de
procedéncial.T.Baker A agua utilizada em todas as etapas foi purificath equipamento
EasyPureRF SystemdaBarnstead Dubuque EUA. As membranas de filtragdo de PTFE com
poros de 0,45 um sdo da makditlex™R.

Coleta e preservacao e preparacao das amostras

Os HPAs séo preferencialmente encontrados no st&rssl aquatico adsorvidos aos
particulados suspensos preexistente na colunaaltggulendo a se precipitar, passando a fazer
parte dos sedimentos. Variagbes nas condi¢cdes do poelem levar a ressuspensdo dos
mesmos voltando a contaminar a fase liquida do .nfesim, foram coletadas amostras de
agua e sedimento de cinco pontos equidistantesepgeBa do Pedroso de acordo com o
Manual de coleta da CETESB (1987). Estes pont@o efistribuidos de forma a contemplar
pontos estratégicos proximos a locais onde exip@sniveis riscos de degradacdo ambiental e
também de areas nao impactadas, além do pontgticéa do SEMASA (Servico Municipal
de Saneamento Ambiental de Santo André), para ual@agdo integral da regiao.

Na coleta de agua, foram utilizados frascos deova@nbar de 1L para evitar que a
amostra sofresse foto-degradacdo e as amostraslasaatd°C até a andlise.

No laboratério, inicialmente as amostras de aguwaniofiltradas em membranas de
0,45um, para retirada das particulas em suspensdo eandaegeparadas em aliquotas de
250mL, 1, ou 2L para pré-concentracao e posteriotengnalisadas por HPLC.

Metodologia desenvolvida

No desenvolvimento da metodologia, foram avaliamseguintes parametros: volume
de amostra, fragdo da fase movel, % de co-solveoli@ne do extrator na SPE, velocidade de
percolacdo na SPE, secagem esreNiltracdo final. Para a determinacdo dos HPAsAgnas,
um fator muito importante a ser considerado é assdade de pré-concentracdo da amostra.
Utilizou-se a extracdo em fase solida (SPE) e ogulimnento final é resumido a seguir.

Os cartuchos de SPE foram previamente condicionados HO ultra-pura e em
seguida uma mistura de AcetongZH30/70 (v/v). A amostra de agua, previamenteafilé, foi
adicionado co-solvente (acetona) na proporcéo ée e volume, em seguida percolada nos

cartuchos condicionados (3 a 4mL/min), para comag&b dos HPAs. Alguma impureza ainda
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retida do cartucho foi eliminada pdean-upcom aguaO cartucho foi centrifugado (25 min. a
3000rpm) e os compostos de interesse extraidosucoanmistura de THF/Acetona (50/50,
v/v). O extrato foi seco em fluxo suave dg Mtomado em 2mL de solucdo ACNEH50/50,
fitrado em membrana de 0,45um e injetado no HPLC.

A metodologia desenvolvida para aguas doces padassela para analise de aguas
salinas, porém eliminando-se a etapa de adicdo-deleente (acetona).

Foi utilizado um cromatografo liquido de alta émtia (HPLC), modelo LC 10Ai,
Shimadzucom detetor UV/visivel, efi=240nm. O gradiente foi otimizado para determinacéo
dos HPAs utilizando dois solventes (acetonitrilageia). A coluna ¢g (Octadecil) de fase

reversa € de procedén8apelco modeloSupelcosi(25¢cm x 4,6mm ID pm).
Validacdo da metodologia

Para a realizagdo dos estudos de validacdo, forditiomadas concentracdes
conhecidas da mistura dos padrées dos 14 HPAsavalmcdo dos valores obtidos apds o
processo de extracdo e analise foi a base paterpretacdo dos resultados destes estudos.

A seletividade, especificidade, faixa de trabalhlinearidade, foram avaliadas apos
andlises com 7 replicatas de 8 concentracOes wlieree 0 primeiro tratamento dos dados, a
avaliacdo da homogeneidade, foi realizada peltsst&se teste T, calculando-se a variancia de
cada uma das replicatas.

Para determinacdo da robustez foi aplicado um t@steconsiste no planejamento
fatorial de 7 variaveis com 8 experimentos (plamejato fracionario saturado) de acordo com
a metodologia proposta por Vander Heyden (2001}ilzamdo a planilha elaborada por
Furusawa (2007) a qual segue o procedimento INMETRO3).

RESULTADOSE DISCUSSAOQ

Durante o desenvolvimento da metodologia, obseseoqtie, exceto paraamtraceno

e o pireng, em todos os casos, a fragdo da fase movel terto efrito significativo no
resultado, portanto o gradiente ndo deve ser dhex@utro fator importante & a porcentagem
de co-solvente (acetona) adicionado a amostra gaxdiar na SPE, pois apenas para o
fluorenoe para denantrenceste fator ndo afeta significativamente. O vol@xiator na SPE

é um fator que afeta significativamente todos ompmstos. A secagem em;Nafeta
ligeiramente todos 0os compostos, porém 0s compostagnenor numero de anéis aromaticos
(naftalenq acenatftilenoe fluoreng sdo os mais afetados, por serem mais volatersarRo
ndo se deve efetuar a secagem até a secura.agditfinal afeta levemente os resultados de

todos 0s compostos, porém preserva o equipamergofa@res volume de amostra e



210 velocidade de percolagéo, praticamente ndo afgbam,apresentaram bons resultados para
todos os compostos. Os compostos estudados apmesendiferentes graus de sensibilidade
na metodologia desenvolvida. A validacdo da metmgal foi muito relevante, pois
demonstrou a consisténcia dos procedimentos ddsafospara essas condicdes.

A seletividade da metodologia desenvolvida podeobservada no cromatograma da

215 Figura 1, que demonstra uma Otima separacdo doposbtos estudados. Foi possivel a

separacao, resolucao e identificacdo de todosmpasios estudados.
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Figura 1. Cromatograma do padrdo misto de 14 HPAs.

Os compostos estudados apresentaram curvas awlitmm os coeficientes de
220  correlacdo @ de acordo com o apresentado na Tabela 1. Come ped observado, a

linearidade da curva analitica nos intervalos ésdos € muito boa, acima de 0,99 para todos.

Tabela 1 —Coeficiente de correlacad)ipara os compostos HPAs estudados.

Composto | Id | r Composto ' Id o

Naftaleno Np | 0,9998 Benzo[a]Antraceno B[a]An 0,9997
Acenaftileno | Acy 0,9998 Criseno Cry 0,9998
Fluoreno F 0,9998 Benzo[e]Acenaftileno Ble]Acy 0,9999
Fenantreno Ph 0,9998 Benzo[k]Fluoranteno B([K]FI 0,9997
Antraceno Ant ' 0,9999 Benzo[a]Pireno B[a]Py 0,9968
Fluoranteno Fl  0,9997 Dibenzo[a,h]Antraceno  B[a,h]An 0,9999
Pireno Py | 0,9999 Indeno[1,2,3-c,d]Pireno 1[1,2,3-c,d]Py @ 0,9999

Nem todos os compostos estudados sédo contempladegislacéo brasileira. Segundo
o0 CONAMA (BRASIL, 2005), dos 14 HPAs estudados eedtabalho apenas 6,
225 Benzo(a)antraceno Benzo(a)pireno, Benzo(k)fluoremteCriseno, Dibenzo(a,h)antraceno e

Indeno(1,2,3-cd)pirenosdo contemplados sendo os limites permitidos 6280g.L™" para



aguas doces classe 1 e para 4guas salinas e sadb@pg.L™” e para aguas doces classe 2,
dependendo de seu uso e Qg " para 4guas doces classe 3.
Os limites de deteccdo e de quantificacdo da mktg@doanalitica e do método séo
230 apresentados na Tabela 2, com 95% de confiangak{disdo unilateral).

Tabela 2 —Limites de detecc¢éo e de quantificagcdo da metodolEsenvolvida para os
compostos HPAs e do método aplicado para amostrased® L.

Metodologia analitica| Método para aguas | Método para aguas
COMPOSTOSHPAS desenvolvida (amostras de 1L) (amostras de 2L)
ESTUDADOS LD LQ LD LQ LD LQ
pug.mLt | pg.mL? pg.L™t pg.Lt pg.Lt pg.L™t
Naftaleno 0,0023 0,013 0,0046 0,028 0,002 0,013
Acenatftileno 0,0033 0,015 0,0066 0,034 0,003 0,015
Fluoreno 0,0010 0,008 0,0020 0,016/ 0,001 0,008
Fenantreno 0,0005 0,013 0,0010 0,028 0,001 0,013
Antraceno 0,0030 0,018 0,0060 0,038| 0,003 0,018
Fluoranteno 0,0005 0,006 0,0010 0,012 0,001 0,006
Pireno 0,0012 0,015 0,0024 0,032 0,001 0,015
Benzo[a]Antraceno 0,0006 0,006 0,0012 0,012| 0,001 0,006
Criseno 0,0006 0,006 0,0012 0,012 0,001 0,006
Benzo[e]Acenaftieno  0,0007 0,006 0,0014 0,014| 0,001 0,006
Benzo[K]fluoranteno = 0,0012 0,008 0,0024 0,018| 0,001 0,008
Benzo[a]Pireno 0,0006 0,006 0,0012 0,014| 0,001 0,006
Dibenzo[a,h]Antracenc  0,0020 0,020 0,0040 0,042 0,002 0,020
Indeno[1,2,3-c,d]Pireno 00,0009 0,017 0,0018 0,036/ 0,001 0,017

Como as impurezas contidas em amostras de aguaalnmente se encontram em

concentragbes muito baixas, a metodologia se \aleapacidade do SPE em concentrar a
235 amostra até a obtencgéo de resultados na ordenadigegia exigida pela legislagéo.

Para avaliacdo da exatiddo e a precisédo em 7atgside cada ponto da curva analitica
foram calculadas as probabilidades normais padidag Os pontos para todos oS compostos
de interesse ficaram entre -2 e +2, indicando Ep@edsao nas replicatas.

A robustez da metodologia foi avaliada a partiedeolha de sete fatores considerados

240 de influéncia seguindo o planejamento fraciona@umdo de 7 variaveis (0S mesmos
utilizados no desenvolvimento da metodologia) @ ementos ou planejamento de Plakett-
Burman de acordo com a metodologia proposta pod&aHeyden (2001). O tratamento dos
dados foi realizado utilizando a planilha elaborgoa Furusawa (2007) que segue o
procedimento INMETRO (2003). Essa metodologia siastm variar todos os parametros ao

245  mesmo tempo de acordo com uma programacao. A e&ali@os resultados de robustez é feita

utilizando-se graficos de meia-normal com doistiside referéncia: MBViargin of Error) e
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SME (Simultaneous Margin of ErrdrNo caso deste estudo, todos 0s compostos afaes®an
valores bem abaixo desses dois limites. Isso demsogse nos intervalos avaliados, os fatores
selecionados para o estudo de robustez ndo infarargignificativamente no desempenho da
metodologia, ou seja, a metodologia € robusta ordigdes propostas.

Todo trabalho de pesquisa realizado dentro do rigmtrologico € de suma
importancia, pois contribuird para o entendimenbondvel de contaminacdo dos recursos
hidricos, além de dar subsidios aos 6rgdos govemmam para a reavaliagdo da legislacéo
vigente. A metrologia cientifica € uma ferramendgapo crescimento e inovacéo tecnolégica,
promovendo a competitividade e criando um ambitaveravel ao desenvolvimento cientifico

em todo pais.
Avaliacdo das amostras ambientais.

As amostras de agua coletadas na regido estudadgprésentaram resultado positivo
em relacdo aos compostos estudados, porém a regidimuard sendo avaliada, devido a
construcdo de um Rodoanel na regido, o que poder afemuito a qualidade das aguas na

Represa do Parque Pedroso.

CONCLUSAO

1. A metodologia aqui proposta é uma op¢do para dentta qualidade das aguas, tendo
apresentado seletividade, boa linearidade e lidatdeterminacéo satisfatorio. Além disso,
a validagdo da metodologia fornece resultados confiabilidade estatistica. Embora ja
exista no mercado equipamento mais sensivel, algraraioria dos laboratérios ainda
conta com instrumentos antigos 0s quais nao pracisar abandonados, mas sim
adequadas metodologias para uso dos mesmos a fsa geder atingir a sensibilidade

adequada.

2. O método aqui proposto é excelente para avaliagdarelas contaminadas, porém com
concentracdo adequada pode ser utilizado parardetegrdes de baixas concentragbes em

amostras de agua, podendo ser utilizado para @geas como salinas e salobras.

3. O fato de nenhuma das amostras de agua coletadeegida estudada ter apresentado
resultados positivos e de os resultados das amairaedimento terem demonstrado que a
gualidade deste permanece estavel até o momemtol®m sinal, pois a regido ainda se
mantém preservada. Porém devido a construcdo @ametna regido, deve-se continuar
monitorando a regido para certificar que a obrdigaiimdo afete a qualidade das aguas na

Represa do Parque Pedroso.
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